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(54) Silicone azotee utile pour compacter les sequences d'acides nucleiques et utilisation pour 
la transfection de cellules 



(57) La presente invention conceme un procede de 
transformation de cellules par lequel on introduit dans 
les cellules une quantite appropriee de fragments d'aci- 
des nucleiques. Les fragments d'acides nucleiques sont 



introduits sous la forme d'une composition d'acide nu- 
cleique comprenant une silicone azotee, utile pour com- 
pacter les fragments d'acides nucleiques, les composi- 
tions comprenant les agregats de fragments d'acides 
nucleiques et des silicones selon I'invention. 
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Description 

[0001] La presente invention concerne un precede de transformation de cellules par lequel on introduit dans les 
cellules une quantite appropriee de fragments d'acides nucleiques. Les fragments d'acides nucleiques sont introduits 
s sous la forme d'une composition d'acide nucleique qui comprend dans un vehicule approprie au moins un fragment 
d'acide nucleique et au moins un agent compactant comprenant une silicone azotee, utile pourcompacter les fragments 
d'acides nucleiques, les compositions comprennent les agregats de fragments d'acides nucleiques et des silicones 
selon Pinvention. 

[0002] Pour transformer les cellules par genie genetique en introduisant un fragment d'acide nucleique etranger a 
10 ladite cellule (ou heterologue) par transfection, il est necessaire au prealable de compacter les fragments d'acides 
nucleiques. Ce compactage se fait au moyen de composes polyamines hyperbranches comme la spermine ou les 
polyethyleneimines (Garcia Ramirez & al., Biopolymers, vol. 34, 1984, pp. 285-292 ; WO 97 06833). II est egalement 
connu d'utiliser des monomeres de silanes pour condenser PADN en vue de son etude structural sans toutefois 
chercher a transformer les cellules (FANG Y AND HOH J: « Surface-directed DNA condensation in the absence of 
1$ soluble multivalent cations » Nucleic acids Research, vol. 26, n°2, 1 5 janvier 1 998, pages 588-593.). 

[0003] II est toutefois necessaire de trouver de nouveaux agents compactants de maniere a obtenir une bonne 
protection des acides nucleiques, et permettre de varier les milieux utiles pour la transfection des cellules selon les 
applications. La presente invention apporte une solution a ce probleme. 

[0004] La presente invention concerne un precede de transformation de cellules par lequel on introduit dans les 
20 cellules une quantite appropriee de fragments d'acides nucleiques, caracterise en ce que les fragments d'acides nu- 
cleiques sont introduits sous la forme d'une composition d'acide nucleique qui comprend dans un vehicule approprie 
au moins un fragment d'acide nucleique et au moins un agent compactant comprenant une silicone azotee. 
[0005] Selon la presente invention, on entend par « fragment d'acide nucleique » une sequence nucleotidique pou- 
vant etre de type ADN ou ARN, de preference de type ADN, notamment double brin. 
25 [0006] Par silicone azotee on entend selon I'invention tout compost comprenant dans sa structure au moins un 
atome de silicium sur lequel est greffe au moins un radical hydrocarbone azote comprenant au moins un atome d'azote. 
[0007] La structure de la silicone azotee selon I'invention est un oligomere. On entend par oligomere un enchalne- 
ment de monomeres d'au moins 2 silanes et moins de 30 silanes, avantageusement comprenant 3 a 20 silanes. 
[0008] Uatome d'azote dans le radical hydrocarbon^ selon I'invention se trouve sous la forme d'une amine primaire, 
30 secondaire ou tertiaire, de preference primaire, eventuellement sous la forme d'un sel d'ammonium, ou encore sous 
la forme de fonctions de type guanidine ou amidine. 

[0009] De maniere avantageuse, le radical hydrocarbone azote selon I'invention est un radical hydrocarbone amine, 
comprenant au moins une fonction amine telle que definie ci-dessus, de preference au moins une fonction amine 
primaire (-NH2). 

35 [0010] Par radical hydrocarbone, on entend selon I'invention tout radical constitue essentiellement par des atomes 
de carbone et d'hydrogene, les hydrogenes etant eventuellement remplaces en partie ou totalement par des halogenes, 
et comprenant 6ventuellement des atomes d'oxygene, d'azote, de soufre ou de phosphore. 

[0011] De maniere preferentielle, le radical hydrocarbone est choisi parmi les radicaux alkyle, cycloalkyle, aryle et 
les radicaux polycycliques comprenant plusieurs cycles aliphatiques et/ou aromatiques. 

40 [0012] Par radical alkyle, on entend de preference selon I'invention tout radical alkyle, lineaire ou ramifie, sature ou 
insature, eventuellement interrompu par un ou plusieurs atomes d'oxygene, et dans le cas de plusieurs atomes d'oxy- 
gene ces derniers ne sont pas adjacents, eventuellement interrompu par une ou plusieurs fonctions amine secondaire 
ou tertiaire, carbonyle, carbonyloxy ou oxycarbonyle, carbonate, carbamate, uree ou analogues, eventuellement subs- 
titue par un ou plusieurs groupes choisis parmi les halogenes, hydroxy ou amine primaires, secondaire ou tertiaire, ou 

45 radicaux cycloalkyle, aryle ou polycycliques. De maniere avantageuse, le radical alkyle selon I'invention comprend de 
1 a 10 atomes de carbone, de preference au moins trois atomes de carbone, plus preferentiellement de 3 a 5 atomes 
de carbone. Avantageusement, le radical alkyle est choisi parmi les radicaux methyle, ethyle, propyle, isopropyle, 
butyle, isobutyle, tertiobutyle, pentyle et les differents isomeres du pentyle. 

[0013] Cette definition des radicaux alkyles s'applique egalement aux radicaux cycloalkyles selon I'invention, etant 
so entendu que les cycles comprennent au moins trois elements, comprenant notamment les radicaux cyclopropyle, 
cyclopentyle, cyclobutyle ou cyclohexyle, de meme que les oses, notamment pentoses ou hexoses tels que les derives 
de glucose. 

[0014] Par radical aryle, on entend selon I'invention tout radical aryle ou heteroaryle, eventuellement substitue par 
un ou plusieurs radicaux choisis parmi les radicaux alkyle cycloalkyle, ou polycycliques et/ou par un ou plusieurs 
55 groupes choisis parmi les halogenes, hydroxy ou amine primaire, secondaire ou tertiaire. 

[001 5] De maniere preferentielle, le radical hydrocarbons amine* selon I'invention, est choisi parmi les radicaux 3-ami- 
nopropyle ou 3-(2-aminoethylamino)-propyle. 

[0016] Parmi les silicones aminees selon ''invention, on trouve les silicones organiques ou les derives de silice. 
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[0017] Les silicones organiques selon I'invention comprennent au moins un motif silicone suivant : 



Si R1 0 (3 . x . y)/2 R2 X R3 y 



10 



dans lequei, 

R1 est un radical hydrocarbon^ azote, tel que defini ci-dessus, 

R2 represente le radical R1 , un radical hydroxyle ou un radical hydrocarbone, 

R3 repr6sente R2 ou le radical de formule 



15 



V 2 

— 0-Si-R2 
R2 



dans laquelle R2 est defini ci-dessus, 
x et y, identiques ou differents sont 0, 1 ou 2, etant entendu que la somme x+y est inferieure ou egale a 3. 
20 [0016] Selon un mode particulier de realisation de I'invention, la silicone aminee est choisie parmi les silicones de 
formule generate I ou II suivantes : 



25 



30 



R1 R3 
R2 



I 

R2 



a) 



ou 



35 



40 



R1 R2 
R2 R2 



ai) 



45 dans lesquelles, 

R1 , R2 et R3 sont definis ci-dessus, 

R4 reprSsente un atome d'hydrogene, un radical hydrocarbone ou un radical de formule 

50 

— Si-R2 
R2 

55 

dans laquelle R2 est d6fini pr^c^demment, 
n est au moins 6gal a 1 , m est sup6rieur ou 6gal a 0 et p est sup6rieur ou 6gal a 0, a la condition que la somme n+p 
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soit sup6rieure ou egale a 3. 

[0019] De manure pref6rentielle, n est compris entre 1 et 10, plus pr6f6rentiellement entre 5 et 9, et m ou p sont 
compris entre 0 et 9. 

[0020] Selon un mode particulier de realisation de I'invention, dans les silicones de formule gen6rale I, R2 repr6sente 
s un radical hydroxyle ou un radical hydrocarbons, en particulier alkyle, R3 represente un radical hydroxyle et R4 repre- 
sentent un atome d'hydrogene, n est compris entre 7 et 9 et m est egal a 0. 

[0021] Les silicones selon I'invention sont prepares selon les methodes usuelles de la techniques, d6crites notam- 
ment dans Organic Chemistry (vol 29, Polymer synthese, vol. I, chap. 4, pp. 114-139), par Patai & Rappopor (The 
Chemistry of Silicon Compound, Part 2, pp. 1 291 -1 357), Deschler& al (Angew. Chem., Int. Ed. Engl., 25, 1 986, 236), 

10 et dans la demande de brevet JP 9 1 00 353. 

[0022] Lorsque la silicone aminee est un d6riv6 de silice, il s'agit avantageusement selon I'invention d'un support de 
silice, sous forme de particules, greftees par au moins un radical hydrocarbone azote* tel que d6fini ci-dessus. De 
maniere pr6ferentielle, les particules de silice sont des nanoparticules d'un diametre moyen compris entre 10 et 100 
nm, de preference compris entre 30 et 60 nm, presentant une surface specifique d'environ 90 a 100 rrP/g. Le support 

15 de silice peut etre une couche de silice qui enrobe un support metalfique, il s'agit avantageusement selon I'invention 
d'un support de tungstene ou d'or. Le support est avantageusement une particule de diametre allant de 0.5 a 2 u,m 
environ, de preference 1 u.m environ. 

[0023] Le diametre moyen des particules est d6fini en taille et mesure par diffraction de lumiere ou par visualisation 
au microscope eiectronique a transmission. La mesure de surface sp6cifique est effectuee par isotherme d'absorption 
20 B.E.T. 

[0024] Les particules selon I'invention sont de preference prepar6es selon la m6thode dite de « Stober »>, par con- 
densation de tetraethoxysilane en milieu alcoolique aqueux ammoniacal, suivie d'une distillation a volume constant 
de I'ammoniac et de I'alcooi. L'eau dans laquelle des particules de silice ont ete transferees est retiree par distillation 
azeotropique en presence de toluene, suivie d'un chauffage sous vide permettant de retirer les couches d'hydratation 
25 en surface de la silice. 

[0025] Ce type de preparation permet d'obtenir des particules bien qualibrees (faible dispersite des diametres), de- 
pourvues de macro ou micropores (les operations d'accrochage ont lieu exclusivement en surface) et depourvues de 
contaminations (en particulier absence des sels qu'on trouve dans la silice de precipitation). 
[0026] Les particules de silices ou les couches de silice enrobant un support metallique sont ensuite fonctionalisees 
30 par greffage de silanes comprenant au moins un radical hydrocarbone azote decrit ci-dessus, en particulier de maniere 
covalente. 

[0027] De nombreux modes operatoires decrivent I'utilisation d'alkoxysilanes ou de chiorosilanes pour fonctionnali- 
ser des surfaces de silice soit sous forme d'un melange prehydrolyse, soit, si la reaction n'a pas lieu en milieu au moins 
partiellement aqueux, en reagissant avec l'eau des couches d'hydratation de surface. 

35 [0028] Une autre voie de synthese d6crite dans la litterature (Shoji Hara, Akira Dabashi Journal of Chromatography, 
186 (1979) 543-552) consiste a faire reagir en milieu rigoureusement anhydre un alkoxysilane avec les siloxanes de 
surface des nanoparticules prealablement depourvues de toute eau adsorbee. La reaction est effectuee pendant 12h 
dans du toluene a 1 00°C et I'alcooi forme (I'ethanol) est retire par distillation azeotropique. La silice est filtree et rincee 
par differents solvants pour en retirer les siloxanes en exces qui ne s'y sont pas fixes. 

40 [0029] De maniere preterentielle, la fonctionalisation est effectuee selon ce deuxieme type de preparation. La fonc- 
tionalisation de la silice peut etre realises par differents types d'alkoxysilanes, de preference par un silane de formule 
ci-apres : 



45 



50 



R2 
I 

R1-SI-R5 
I 

R2 



dans laquelle, R1 , R2 sont definis ci-dessus et R5 represente un radical alkoxy. 

[0030] De maniere pr6f6rentielle, R5 repr6sente un radical m6thoxy, ethoxy, isopropyloxy, chlorure ou ac6toxy. 
[0031] Cette fonctionalisation peut etre realisee en presence d'autres silanes pour lesquelles R1 et/ou R2 et/ou R5 
sont differents de maniere a faire varier la teneur en radicaux hydrocarbones azotes des particules obtenues. Dans 
55 ce cas, si nSi-OH est le nombre de moles de silanols de surface, et ni les nombres de moles respectifs des ditf6rentes 
fonctionaiites i ajoutees. La reaction s'effectue de telle facon que : 
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nSi-OH « Sni 



Ce mode de preparation permet le contrdle de la quantite relative de chaque fonction en surface des nanoparticules 
s de silice tel que pour ki la constante de Vitesse de condensation du compose i, le pourcentage molaire final d'un 
compost 1 en surface des nanoparticules sera voisin de klnl/Skini. 

[0032] De maniere avantageuse, le rapport molaire (atomes d'azote du compost silicone azote)/(fonctions phos- 
phates du fragment d'acide nucleique) est compris entre 0,1 et 6000, de preference compris entre 1 et 1000. 
[0033] Le vShicule approprie est un v6hicule aqueux, de preference une solution aqueuse, usuel comme milieu de 
10 compactage des fragments d'acides nucleiques. II peut egalement comprendre des additifs tels que tampons ou sels, 
a la condition qu'ils ne viennent pas degrader les fragments d'acides nucleiques et/ou detruire les agr6gats obtenus. 
[0034] II a ete constate que les compositions selon ['invention presentaient une stabilite am6lioree des fragments 
d'ADN, notamment en ameliorant la protection des dits fragments contre les degradations enzymatiques, notamment 
par les DNAses. 

75 [0035] La presente invention concerne egalement Putilisation des composes silicones (silicones organ iques ou de- 
rives de silice) tels que definis ci-dessus, pour le compactage et la protection des fragments d'acides nucleiques, en 
particulier pour la protection contre les degradations enzymatiques, plus specialement par les DNAses. 
[0036] La transformation de cellules peut etre realis6e par toute methode connue de P6tat de la technique (notamment 
Jean-Yves LEGENDRE & coll., mededne/sc'tences, 1996 ; 12 ; 1334-41). 

20 [0037] Les cellules transformees par le precede selon ('invention peuvent etre des cellules animates, vegetales, 
bacteriennes, de champignons ou de levures. 

[0036] Pour les cellules animates, il peut s'agir de toute cellules d'origine animale, en particulier de mammiferes, 
notamment d'origine humaine, mais egalement de cellules d'insectes. 

[0039] Pour les cellules vegetales, il s'agira avantageusement de cellules de plantes, monocotyiedones ou dicoty- 
25 ledones, et plus particulierement de plantes de culture, comme destinees ou non a Palimentation animale ou humaine, 
comme le mais, le bl6, ie colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le tabac, le coton, etc. Les cellules de 
plantes transformees peuvent etre indiff6renci6es ou differenciees, comme par exemple des cellules de protoplastes 
ou des cellules de pollens. Dans ce dernier cas, les pollens etant riches en en DNAses, la transformation sera facilitee 
par la protection des fragments d'acides nucleiques au moyen des composes silicones selon I'invention. 
30 [0040] Pour la transformation des cellules vegetales, une s6rie de methodes consiste a bombarder des cellules, des 
protoplastes ou des tissus avec des particules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. Une autre s6rie de 
methodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un gene chimere insere dans un plasmide Tl 
d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri d'Agrobacterium rhizogenes. 

[0041] D'autres methodes peuvent §tre utilis6es telles que la micro-injection ou l'6lectroporation, ou encore la pre- 
ss cipitation directe au moyen de PEG. 

[0042] L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la nature de I'organisme note, en 
particulier de la cellule vegetale ou de la plante. 

[0043] La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules vegetales transformees ci-des- 
sus, en particulier les plantes r6generees a partir des cellules transformees. La regeneration est obtenue par tout 

40 procede approprie qui depende de la nature de Pespece. 

[0044] Pour les precedes de transformation des cellules vegetales et de regeneration des plantes, on citera notam- 
ment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475, US 5,464,763, US 5,177,010, US 
5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 672 752, US 4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 
5,478,744, US 5,179,022, US 5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 5,489,520, 

45 US 5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 563, EP 674 725, WO 
91/02071 et WO 95/06128. 

[0045] D'autres caract6ristiques de I'invention apparaitront a ia lecture des exemples ci-dessous. 



50 



Exemple I : Preparation des particules de silice fonctionnallsees. 



[0046] Des nanoparticules ont ete fonctionnalisees par un melange de : 
3-aminopropyldimethyiethoxysilane 1 0% 
trim6thyl6thoxysiloxane 90% 
ou 

55 octyltrimethoxysilane 1% 

3-aminopropyltrimethoxysilane 1% methyltrimethoxysilane 92%. 
[0047] Dans cet exemple, les melanges sont realises autant que possible avec le meme type de fonctions alkoxy- 
silanes r6actives (uniquement des monom6thoxy, ou des triethoxy etc) pour minimiser les differences de r6activit6. 
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Mode opSratoire : 

[0048] Les nanoparticules une fois s£ch£es sont manipulees dans de la verrerie flamb6e, sous atmosphere inerte 
d'argon. Tous les solvants organiques utilises sont distilles en continus ou seches selon les methodes usuelles. 
s [0049] Dans un bicol pourvu d'un septum, d'un refrigerant et sous pression d'argon, les nanoparticules de silice sont 
suspendues au moyen d'ultrasons dans du toluene. L'alkoxysilane est ajoute a la seringue en exces (2,5 10-3 mol/g 
Si02 seche). 

[0050] Pour les fonctionalisations avec des melanges d'alkoxysilanes, ces demiers sont prealablement melanges 
dans un ballon, sous argon, contenant du toluene, I'ensemble est canule sur la suspension de nanoparticules. 

10 [0051] Le milieu reactionnel est homogeneise aux ultrasons pendant une a deux heures puis porte au reflux du 
toluene pendant un minimum de trois heures pour les composes portant trois fonctions alkoxysilanes par atome de 
silicium ou environ 12 heures pour les composes ne comportant qu'une fonction alkoxysilane par atome de silicium. 
[0052] Le milieu est ensuite centrifugd a froid (4800 tr/rn, 3838 G, 4°C). Le surnageant est ^limine, le culot est 
resuspendu dans du toluene (anhydre) puis centrif ug6. Uop6ration est repetee trois fois. Le culot final est mis a secher 

is sous vide, (aspect : poudre blanche). 

[0053] Les nanoparticules ainsi obtenues peuvent etre suspendues dans le solvant approprte (y compris I'eau) pour 
('utilisation souhaitee ou les etapes de fonctionalisations ulterieures. 

Exemple II : Compaction et protection de I'ADN : 

20 

Exemple 11.1 : Compaction et protection avec les nanoparticules fonctionnalisees selon I'invention 

[0054] Les nanoparticules fonctionalisSes au moins partiellement par des 3-aminopropylsilanes sont suspendues a 
I'aide d'ultrasons dans de I'eau (filtree sur membrane de filtration sterilisante) ou dans un tampon (Hepes, NaCI, RB. 
25 s.) ne comportant pas d'amines. L'6chantillon de nanoparticules est additionne sur une solution d'ADN. 

[0055] Si I'ADN est additionne sur la suspension de nanoparticules, on observe une floculation due a I'agregation 
de plusieurs nanoparticules autour d'un meme brin d'ADN. De telles preparations permettent une protection de I'ADN 
contre les degradations dues aux DN Ases amelioree par rapport a I'Stat de la technique. 

30 Exemple II. 2 : Compaction avec des polyaminosiloxanes 

[0056] Produits utilises : 

oligomeres de 3-aminopropylsilanetriols en solution aqueuse a 40 % 
35 oligomeres de N(2-aminoethyl)-3-aminopropylmethylsilane (huile) 

produits resultant de la polymerisation en presence de traces d'eau du 3-aminopropyltrimethoxysilane dans le 
toluene. 

[0057] Pour tester ('absence de compaction en presence des monomeres : 

40 

3-aminopropyltrim6thoxysilane (huile) 
3-aminopropylmethyldi6thoxysilane (huile) 

[0058] ADN: 

45 [0059] Divers plasmides d'origine bacterienne, supercoiled, de longueurs variables (de 10,2 kB a 3,2 kB) et de dif- 
ferents types (Bluscript, Lac-Z, codant pour la luciferase, la b-galaclosidase). 

2.1 Preparations : 

so [0060] Les complexes ADN-Polyaminosiloxanes ont ete prepares dans divers milieux : eau (filtree sur membrane 
de filtration sterilisante), milieu NaCI 75mM a 150mM ( milieu tampon Hepes et milieu CaCfe. 
[0061] Les melanges ont ete realises comme suit : 

[0062] La solution aqueuse de polyaminosiloxanes concentree est homogeneisee aux ultrasons. Un aliquot de cette 
solution est dilue dans la moitie du volume final en tampon et homogeneise. L'ADN, en solution dans le tampon est 
55 ajoute volume a volume sur la solution de polyaminosiloxanes. L'ensemble est agite au moyen d'un vortex. L'ordre 
d'addition des differents composants peut etre modifie. 

[0063] La meme procedure a 6X6 effectu6e pour contrdle avec les monomeres qui n'ont donne lieu a aucune com- 
paction. 
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2.2 Effet de compaction, protection de I'ADN : 

[0064] Lors de I'observation par microscopie eiectronique de melanges entre de I'ADN et chacun des prodults, on 
observe differentes figures d'ADN compacts dont certaines sont semblables a celles obtenues en presence d'histones 
5 ou de compactants connus comme la spermine ou les poly6thyleneimines (cf par exemple M. Garcia Ramirez, J. A. 
Subirana, Biopolymers, vol 34, p 285-292, 1984). 

[0065] Les figures observers sont de nature differente suivant la concentration et le produit utilise. 
[0066] Une etude avec les oligomeres de 3-aminopropylsilanetriols a montre nettement un effet dose : pour des 
rapports (mole de fonction amine du polysiloxane)/(mole de phosphate de I'ADN) croissant (de 0,1 a 6000), on observe 
10 une compaction croissante. 

[0067] La technique d'exclusion du bromure d'ethydium (BET) a permis de prouver la forte capacity des produits a 
compacter I'ADN. 

[0068] Cette compaction permet de proteger I'ADN de degradations. 

is Exemple III: transfection 

[0069] Des essais de transfection ont et6 realises a differentes conditions et sur trois types de lignSes cellulaires 
(NIH3T3, HeLa et HepG2). On observe des activites de transfection. 
[0070] Exemple de preparations : 
20 ADN a 10u.g/ml, oligomeres de 3-aminopropylsilanetriols a 9,1 10-7 mol/ml soit (30 moles d'amines par moles de 
phosphate) 

[0071] ADN a 10u.g/ml, oligomeres de N(2-amino6thyl)-3-aminopropylm6thylsilane a 3 10-8 mol/ml (soit un equiva- 
lent amine primaire par phosphate), 9.1 10-7 mol/ml (30 equivalents amines primaires par phosphate) ou 3 10-5 mol/ 
I (1000 Equivalents amines primaires par phosphate). 
25 [0072] Ces preparations ont donne une expression superieure aux agents agr6geants standard polyamines de retat 
de la technique utilises a 6 *\0r s mol/ml. 

Exemple IV : transformation de plantes 

30 [0073] Avant les essais in vivo, une evaluation de la toxicite est r6alisee. Soixante a soixante dix mg de cellules sont 
transferees dans des fioles de 150 ml contenant 10 ml de milieu de culture et differentes concentrations d'oligomeres 
de N(2-aminoethyl)-3-aminopropylm6thylsilane (0, 1 , 2, 4 et 8 mg/l). Les cellules sont preievees apres 7 jours de culture 
et le poids frais des cellules est estime. On observe une augmentation du pH (8,1) du milieu de culture pour des 
concentrations d'oligomeres de N(2-aminoethyl)-3-aminopropylmethylsilane de 8 mg/l et une inhibition de lacroissance 

35 cellulaire, mais pas de toxicite. La molarite du N(2-aminoethyl)-3-aminopropylm6thylsilane pour le plus grand rapport 
amine primaire par phosphate (5333) est de 0,16 mM et est equivalent a la molarite du N(2-amino6thyl)-3-aminopro- 
pylmethylsilane dans le test de toxicite a 2 mg/l. Ces r6sultats montrent que les concentrations utilis6es pour le bom- 
bardement ne sont pas phytotoxiques. 

[0074] Des essais de transformation de plantes ont 6te realises sur des cellules d'arabidopsis (souche T 87) obtenus 
40 selon la methode decrite par Axelos ( Axelos M. et al., 1 992 Plant Physiol 30 (1 ), 1 23-1 28). La technique utilis6e est 
le bombardement (Vain Ph et al., 1 993 Plant Ceil, Tissue and Organ Culture. 33 237-246). On observe une expression 
transitoire ainsi qu'une expression stable (obtention de cats), equivalentes a celles obtenues avec la spermidine. 
[0075] Exemples de preparations ou bombardement : 

45 - Des particules de tungstene (Sytvania Chemicals) M17, de diametre moyen de 1 u.m, sont sterilis6es dans de 
l'6thanol a 95°C GL a raison de 1 g/20ml. Cinq cent \i\ de particules en suspension sont preiev6s, laves 3 fois dans 
de I'eau milli Q sterile et repris dans 500 uJ d'eau final. La precipitation de I'ADN autour des particules est realisee 
selon le protocole ci-apres. On realise le melange suivant en ajoutant dans I'ordre : 

50 uJ de particules M17, 10 u.g d'ADN, 50 uJ de CaCI2 2,5M, plus N(2-aminoethyl)-3-aminopropylm6thylsilane de 
50 facon a obtenir les rapports amine primaire par phosphate de 167; 667 ; 1333 ; 2667 et 5333. Apr6s 10 minutes, 

le melange ainsi precipite est utilise pour realiser 2 tirs. 

10u.g d'ADN sont melanges a une solution de 2,5 mg de particules de tungstene silicon6e avec du 3-aminopro- 
pyltrimethoxysilane dans 50 uJ d'eau. Apres 10 minutes, le melange ainsi precipite est utilise pour realiser 2 tirs. 
On observe une expression transitoire sensiblement 6quivalente a celle du complexe precedent. 
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Revendications 

1 . Proc6de de transformation de cellules par lequel on introduit dans les cellules uno quantite appropriee de fragments 
d'acides nucleiques, caracterise en ce que les fragments d'acides nuc!6iques sont introduits sous la forme d'une 

s composition d'acide nucleique qui comprend dans un vehicule approprie au moins un fragment d'acide nucleique 

et au moins un agent compactant comprenant une silicone azotee. 

2. Proc6de selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que le fragment d'acide nucleique est une sequence nucleo- 
tidique pouvant etre de type ADN ou ARN, de preference de type ADN. 

10 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la silicone azotee est un compose comprenant 
dans sa structure au moins un atome de silicium sur lequel est greffe au moins un radical hydrocarbone azote. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la structure de la silicone azotee est un oligomere. 

75 

5. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que Patome d'azote dans le radical hydrocarbone se trouve 
sous la forme d'une amine primaire, secondaire ou tertiaire, de preference primaire, eventuellement sous la forme 
d'un sel d'ammonium, ou encore sous la forme de fonctions de type guanidine ou amidine. 

20 6. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que le radical hydrocarbone azote est un radical hydrocarbone 
amine, comprenant au moins une fonction amine, de preference au moins une fonction amine primaire (-NH2). 

7. ProcSde selon la revendication 6, caracteris6 en ce que le radical hydrocarbon^ amine est choisi parmi les radicaux 
3-aminopropyle ou 3-(2-amino6thylamino)-propyle. 

25 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que les silicones azotees sont choisies parmi les 
silicones organiques ou les derives de silice. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que les silicones organiques comprennent au moins un motif 
30 silicone suivant : 

Si R1 0 (3 _ x . y)/2 R2 X R3 y 

35 dans lequel, 

R1 est un radical hydrocarbon^ azote, 

R2 represente le radical R1 , un radical hydroxyle ou un radical hydrocarbone, 
R3 represente R2 ou le radical de formule 

40 



45 




dans laquelle R2 est defini ci-dessus, 
x et y, identiques ou differents sont 0, 1 ou 2, etant entendu que la somme x+y est interieure ou 6gale a 3. 

so 

10. Proc6d6 selon la revendication 8, caract6ris6 en ce que la silicone azotee est choisie parmi les silicones de formule 
gen6rale I ou II suivantes : 
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R1 

I 



R3 



R3 +f-0~ifsi-04 ;r R4 
R2 R2 



a) 



10 



ou 



15 



20 



R1 

I 



R2 
I 



R2 



(II) 



dans lesquelles, 

25 R1 , R2 et R3 sont ctefinis dans la revendication 8, 

R4 represente un atome d'hydrogene, un radical hydrocarbon^ ou un radical de formule 



30 



— Si-R2 
R2 
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dans laquelle R2 est d6fini prececlemment, 
n est au moins 6gal a 1, m est sup6rieur ou 6gal a 0 et p est sup§rieur ou 6gal a 0, a la condition que la somme 
n+p soit superieure ou egale a 3. 

11. Procede selon la revendication 10, caracteris6 en ce que n est compris entre 1 et 10, plus prefSrentiellement entre 
5 et 9, et m ou p sont compris entre 0 et 9. 

12. Proc6d6 selon la revendication 10, caract6ris6 en ce que dans les silicones de formule g6n6rale I, R2 represente 
un radical hydroxyle ou un radical hydrocarbon^, en particulier alkyle, R3 represente un radical hydroxyle et R4 
represente un atome d'hydrogene, n est compris entre 7 et 9 et m est 6gal a 0. 

13. Proc6d6 selon (a revendication 8, caract6ris6 en ce que la silicone azotee d6riv6 de silice est constitute par un 
support de silice greffees par au moins un radical hydrocarbon^ azote\ 

14. Proc6d6 selon la revendication 13, caract6ris6 en ce que (e support est une particule. 

15. Proc6d6 selon la revendication 14, caract6ris6 en ce que les particules de silice sont des nanoparticules d'un 
diametre moyen compris entre 10 et 100 nm, de presence compris entre 30 et 60 nm. 

1 6. Proc6de selon la revendication 1 5, caract6ris6 en ce que les particules presentent une surface spScifique d'environ 
90 a 100 m 2 /g. 

17. Proc6d6 selon la revendication 14, caract6ris6 en ce que le support est une couche de silice enrobant un support 
mStallique. 
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18. Procede selon ta revendication 17, caract6ris6 en ce que le support est une particule de diam&tre allant de 0.5 k 
2 jim environ, de preference 1 \xm environ. 

19. Procede selon Tune des revendications 1^18, caracterise en ce que te rapport molaire (atomes d'azote du com- 
post silicone azote)/(fonctions phosphates du fragment d'acide nucieique) est compris entre 0,1 et 6000, de pre- 
ference compris entre 1 et 1000. 

20. Utilisation des composes silicones azotes tels que definis dans les revendications 3 & 1 9, pour le compactage de 
fragments d'acides nucleiques. 

21. Utilisation des derives silicones azotes tels que definis dans les revendications 3 & 1 9 pour proteger les fragments 
d'acides nucleiques contre les degradations enzymatiques, en particulier par les DNAses. 

22. Precede selon la revendication 1 , caract6ris6 en ce que les cellules transformees sont choisies parmi les cellules 
15 animates, v6g6tales, bacteriennes, de champignons ou de levures. 

23. Precede selon la revendication 22, caracterise en ce que les cellules v£g£tales sont choisies parmi les cellules 
de plantes, monocotyiedones ou dicotyiedones, et plus particulierement de plantes de culture, comme destinies 
ou non k ['alimentation animale ou humaine, comme le mais, le bie, le colza, le soja, le riz, la canne k sucre, la 

20 betterave, le tabac, le coton. 

24. Procede selon I'une des revendications 22 k 23, caracterise en ce que des plantes sont reg6ner6es k partir des 
cellules vegetales transformees. 

25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



10 



EP 0 953 649 A1 



J 



_ RAPPORT PARTIEL 

Office europeen DE RECHERCHE EUROPEENNE 

des brevets qui selon la regie 45 de la Convention sur le brevet 

europeen est considere. aux fins de la procedure ulterieure. 
comme le rapport de la recherche europ£enne 



Numero de la demand* 

EP 99 42 0083 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Catigorie 



Citation du document avec indication, en cas de besoin. 
des parties pertlnentes 



Ravondication 
concemee 



CLASSEMENT DE LA 
DEMANDE (lnt.CI.6) 



D,Y 



FANG Y AND HOH J: "Surface-directed DNA 
condensation 1n the absence of soluble 
multivalent cations" 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH., 
vol . 26, no. 2, 

15 Janvier 1998 (1998-01-15). pages 
588-593, XP002087840 

* le document en entler; colonne 1, Hgne 
6 - ligne 13 de r introduction en 
particulier * 



WO 97 06833 A (HEDSTRAND DAVID M ;SWANS0N 
DOUGLAS R (US); YIN RUI (US); DENTRITEC) 
27 f£vrier 1997 (1997-02-27) 
* page 37 - page 44; page 42, ligne 6 - 
ligne 21 en particular; revindications 
16, 17, 34, 35, 54, 55 * 



20 



C12N15/87 

C12N15/82 

C12N15/89 

C08G77/388 

C08G83/00 



1-19, 
21-24 



1-19, 
21-24 



DOM AINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt.CI.6) 



C12N 

C08G 



RECHERCHE INCOMPLETE 



La division de la recherche estime que la preserve derrande de brevet, ou une oo pLtsieura revendlcatlons, 
n« sont pas conformes aux dispositions de la C BE au point quune recherche significative sur I'etat da 
la technique ne peut etre etfectuee, ou aeulement panleHement, au regard da cas revendjcationa. 

Revendlcations ayant (ait lobjet dune recherche complete: 
Revendicattons ayant (ait rot jet dune recherche incomplete: 
Re vesications rVayant pas fait robjet d'une recherche: 



Raison pour la limitation de la recherche: 

voir feuille supplementaire C 



Lieu de la rectiaitha 

LA HAYE 



b tfachftvemart de la recherche 

6 aout 1999 



Lonnoy, 0 



CATEGORIC DES DOCUMENTS CITES 

particuJIeremenl pertinent a lul seul 
particuJierement pertinent en combinaison avec un 
autre document de la meme categoria 
arridre-plan technologique 
: divulgation non-eerite 
document intercaiaire 



T : theorle ou pdnclpe a la base de i invention 
E : document de brevet anterleur, mais publie a la 

date de depot ou apres cette date 
D : ctfd dans la demande 
L : cite pour d'aulres raisons 

& : memore de la memo famine, document corresponds nt 



11 



EP 0 953 649 A1 



Offlcaaurop*!, RECHERCHE INCOMPLETE Num^ demands 

d#» brevets FEUILLE SUPPLEMENTAIRE C EP 99 42 0083 



Revendi cations n'ayant pas fait 
1 'objet de recherche s: 

Pas d' application 

Raison pour la limitation de la recherche: 

Eu egard a l'6tendue extreme des revendi cations du type Markush 
(revendi cations 9, 10, et revendications dependantes de celles-ci), la 
recherche internationale a ete effectuee en tenant dument compte des 
Directives concernant la recherche selon la CEB (Art. 92, Regie 45, 
Directives B-III, 2.1, 2.3, 3.6 et 3.7), une attention particuliere etant 
portee au concept inventif tel qu'illustre par l'usage de silicone azotee 
pour compacter des sequences d'acides nucleiques et transformer des 
cellules, et a Tutilisation selon le dit concept inventif des composes 
mentionnes aux exemples 1 a 4. 

La recherche internationale peut etre consideree conne complete dans la 
mesure du possible et raisonnable dans ce sens qu'elle a englobe l'objet 
des revendications dans son integralite. 



12 



EP 0 953 649 A1 



Office europeen 
des breveta 



RAPPORT PARTIEL 

DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Numero de la demande 

EP 99 42 0083 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categone 



p,x 



Citation du document avec indication, en cas de besoin. 
des parties pertinentes 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol, 098, no. 012, 

31 octobre 1998 (1998-10-31) 

-& JP 10 179174 A (H0KK0 CHEM INO CO LTD), 

7 Jul llet 1998 (1998-07-07) 

* abrege * 

-& DATABASE REGISTRY FILE 
Chemical Abstracts Services 
Registry Number: 1760-24-3, 
XP002111505 

KHANNA M ET AL: "Transformation of 
Bacillus subtil is by DNA bound on 
montmorillonite and effect of ONase on the 
transforming ability of bound DNA" 
APPL. ENVIRON. MICROBIOL. . 
vol. 58, no. 6, juin 199- : 1992-06), pages 
1930-1939, XP002111372 



EP 0 270 356 A (AGRACETl 
8 juin 1988 (1988-06-08: 

US 5 302 523 A (COFFEE . 
12 avril 1994 (1994-04-. 



NALD ET AL) 



EP 0 572 907 A (BECT0N DICKINSON CO) 
8 decembre 1993 (1993-12-08) 



Revindication 
concern 6e 



1-24 



CLASSEMENT DE LA 
DEMANDE (lnt.CI.6> 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES ( , nt . C |.6) 



13 



EP 0 953 649 A1 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 
RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET EUROPEEN NO. 



EP 99 42 0083 



La presente annexe indique les membres de la famine de brevets reiaufs aux documents brevets cites dans le rapport de 
recherche europeenne vise" ci-dessus. 

Lesdits members sont contenus au tichier informatique de I'Officeeuropeen des brevets a la date du 

Les renseignements fourrus sont donnes a litre indicatif et n'engagent pas la responsabilitd de I'Office europeen des brevets. 

06-08-1999 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Datede 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevetys) 



Datede 
publication 



WO 9706833 



27-02-1997 



AU 
CA 
EP 



6772396 A 
2226299 A 
0844891 A 



JP 10179174 A 
EP 0270356 A 



07- 07-1998 

08- 06-1988 



AUCUN 



AT 
AU 
AU 
CA 
CN 
DE 
DE 
ES 
IN 
JP 
JP 
US 



106450 T 
610534 8 
8186387 A 
1339901 A 
1016574 B 
3789941 D 
3789941 T 
2056830 T 
169332 A 
2606856 B 
63258525 A 
5120657 A 



US 5302523 A 12-04-1994 
EP 0572907 A 08-12-1993 



US 5464765 A 



CA 2096193 A 

JP 10130291 A 

JP 2704098 B 

JP 6056417 A 



12-03-1997 
27-02-1997 
03-06-1998 



15-06-1994 
23-05-1991 
09-06-1988 
09-06-1998 
13-05-1992 
07-07-1994 

15- 12-1994 

16- 10-1994 
28-09-1991 
07-05-1997 
26-10-1988 
09-06-1992 



07-11-1995 



02-12-1993 
19-05-1998 
26-01-1998 
01-03-1994 



Pour tout renseignement concernant cette annexe : voir Journal Officiel de I'Otfice europeen des brevets. No.12*82 



14 



